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RESUMO
Introdução: Esse estudo avaliou os efeitos da Lidocaína (anestésico local) sobre a 
membrana corioalantóica de embrião de galinha (CAM). Os modelos experimentais 
mais utilizados para avaliação de substâncias químicas necessitam de um longo 
tempo de experimentação, alto custo e inúmeras implicações éticas. Muitos autores 
consideram a CAM viável, pois minimiza a dor e o sofrimento das cobaias além de 
apresentar respostas teciduais semelhantes àquelas observadas em mamíferos, com a 
vantagem da exclusão de procedimentos cirúrgicos e visualização constante do sítio 
de implante. Objetivo: Avaliar a resposta da CAM frente à lidocaína e verificar os 
efeitos sobre os embriões. Método: O anestésico foi aplicado (0,5; 1; 2; 5 e 10 µg / ml) 
através de uma abertura feita na casca, sobre gel fisiológico (0,5 ml) posicionado sobre 
a CAM de ovos com seis dias de incubação. Após sete dias os ovos foram reabertos, 
observados com microscópio estereoscópico e fotografados em nível macroscópico. 
Após, avaliamos o número de vasos da membrana através da sobreposição digital de 
uma grade nas fotografias. As membranas foram retiradas e coradas (H&E e Tricrômico 
de Masson) para a análise histológica. Resultados: a Lidocaína não provocou efeitos 
sobre o número de vasos na CAM, mas as observações macroscópicas e microscópicas 
demonstraram a presença de colágeno. Também foi observada má formação da parede 
ventral, do bico, das asas e dos dedos dos embriões. Conclusão: Preliminarmente, 
de acordo com esse protocolo experimental a Lidocaína não teve efeitos pró- ou 
antiangiogênicos, mas parece provocar distúrbios no processo de reparação tecidual, 
além de desencadear alterações morfológicas nos embriões. 
Palavras-chave: Lidocaína; Membrana Corioalantóica; CAM, Angiogênese.
ABSTRACT
Aim: The goal of this study was to evaluate the response of the chorioallantoic 
membrane of chick embryo (CAM) to Lidocaine (local anesthetic) and observe its effect 
on the embryo. Some authors has considered the experimental model of CAM viable, 
because their tissue responses similar to those observed in mammals. Methods: For 
the assays (n=8), the eggs were cleaned and a window was opened in the eggshell 
for access to CAM. All eggs were kept in a humidified incubator at 37°C and gently 
agitated manually twice a day. The implants with the Lidocaine (0.5, 1, 2, 5 and 10 
µg / ml) were performed on gel saline (0.5 ml) previously positioned on the CAM 
of fertile eggs with six days of incubation. After seven days the eggs were reopened 
to the observation on stereoscopic microscope. The samples were photographed 
and later, removed for subsequent processing and histological analysis (HE and 
Masson trichrome). We also evaluated the number of blood vessels and pro- or 
antiangiogenic response of CAM. The counting was made using a software (Image-
Pro Plus version 4.5™). Results: Lidocaine had no pro- or antiangiogenic effects on 
CAM. The histological slides have shown collagen fibers as possible injury and/or 
reparation signals. The chick embryo under lidocaine effects has suffered malformation 
of ventral wall, malformation of jaw, as well as morphological changes of the fingers 
and wings. Conclusion: According to our experimental protocol, Lidocaine had no 
effects on the number of vessels on the CAM, but the histological analysis showed 
disturb on reparation process. The chick embryos under drug effects were modified 
at different body structures. The results reported in this study (potentially caused 
by the anesthetic agent) provide additional perspectives to better understand the 
mechanisms triggered by Lidocaine.
Keywords: Lidocaine; Chorioallantoic Membrane; CAM; Angiogenesis.
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INTRODUÇÃO
De uma forma geral os anestésicos odontológicos são comumente utilizados para 
procedimentos invasivos ou não. A lidocaína é um dos anestésicos mais utilizados na odon-
tologia atual e pertence ao grupo das amidas1,2. Esse anestésico é uma substância que, em 
contato com uma fibra nervosa, bloqueia reversivelmente os canais de sódio alterando os 
potenciais de membrana. Sob ação anestésica desaparecem as diversas formas de sensibi-
lidade (tátil, térmica, dolorosa) além da atividade motora3. As reações adversas dos anes-
tésicos locais são proporcionais à sua concentração na corrente sangüínea e dependem de 
sua natureza, da dose administrada, do local da administração e da técnica empregada4-7.
A lidocaína, com potência e duração intermediária, é considerada protótipo para o 
estudo de novos agentes anestésicos8. Apresenta uma ação vasodilatadora, o que favorece 
sua absorção para a corrente sangüínea, aumentando a possibilidade de efeitos adversos 
agudos e tóxicos. Com relação à farmacocinética, sofre biotransformação hepática, resul-
tando em um metabólito potencialmente tóxico, denominado xilidina, cuja eliminação é 
por via renal.
Para testar a toxicidade de substâncias químicas os modelos experimentais mais 
utilizados atualmente, de modo geral, necessitam de um longo tempo de experimentação, 
com procedimentos de alto custo e inúmeras implicações éticas.
De acordo com Hamburguer e Hamilton9 o modelo experimental da membrana 
corioalantóica (CAM) de embrião de galinha (Gallus gallus) é visto como uma alternativa 
viável para minimizar a dor e o sofrimento de animais utilizados como cobaias, além de 
apresentar respostas teciduais semelhantes àquelas observadas em testes com mamíferos, 
com a vantagem da exclusão de procedimentos cirúrgicos e visualização constante do sítio 
de implante10. A CAM vem sendo amplamente utilizada para estudos de mecanismos de 
neovascularização de tumores11-12 e ainda para a avaliação de diferentes anestésicos locais 
usados via intra-articular13.
Baseado nessa argumentação, os objetivos deste estudo foram de avaliar o processo 
de reparação tecidual considerando a deposição de colágeno, conjugada aos fenômenos 
angiogênicos. Além de analisar os potenciais embriotóxicos da lidocaína. 
MATERIAL E MÉTODOS
Para a realização dos ensaios os ovos foram mantidos em incubadora (chocadeira 
digital-PS Premium Ecológica®, modelo IP130A) umidificada a 37ºC, de modo que a câmara 
de ar do ovo ficasse voltada para cima, sendo movimentados manualmente duas vezes 
ao dia. Sobre ovos férteis com seis dias de incubação, os implantes foram organizados 
em concentrações crescentes de lidocaína (0,5; 1; 2; 5 e 10 µg/ml). A droga foi aplicada, 
através de uma abertura feita na casca, sobre gel fisiológico 0,5% (0,5 ml) previamente 
dispensada sobre a CAM 9, 14. Após sete dias os ovos foram reabertos para visualização da 
CAM com auxílio de microscópio estereoscópico. As membranas foram fotografadas e na 
seqüência, foram retiradas para posterior processamento histológico. As respostas pró ou 
antiangiogênicas da membrana corioalantóica foram quantificadas pela sobreposição digital 
de uma grade com nove quadrantes de 1mm² cada, nas fotografias. Tal procedimento foi 
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desenvolvido no Image- Pro Plus version 4.5®, software apropriado para tais avaliações. 
Para a leitura e análise, um dos quadrantes era escolhido aleatoriamente e o número de 
vasos encontrados interceptando as linhas da área (1mm²) era contado. Esse procedimento 
foi realizado por três pessoas, possibilitando a leitura num teste “cego” para posterior 
cálculo da média de vasos por quadrante. No processamento histológico foram realizados 
três tipos de coloração, uma com Hematoxilina-Eosina (HE) para a observação dos vasos 
sanguíneos, outra com Tricrômico de Masson para a visualização de fibras colágenas e 
Picro Sirius também para observação de colágeno utilizando-se de microscopia com luz 
polarizada para análise. As lâminas foram visualizadas e fotografadas a fim de verificar a 
microvascularização, bem como possíveis alterações teciduais. As leituras foram realiza-
das em microscópio Olympus (BX 40) com câmera de luz polarizada acoplada. Os dados 
(n=8) foram avaliados segundo a média ± DP. O estudo estatístico foi baseado na análise 
de variância (ANOVA) conjugado ao Teste de Tukey. Todo o procedimento experimental 
realizado neste trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética da Pontifícia Universidade 
Católica do Paraná (registro nº 356).
RESULTADOS
Avaliação macroscópica da CAM 
De acordo com nossas observações, a quantificação das respostas aos implantes de 
lidocaína não demonstraram alterações significativas quanto à vascularização (Figura 1 e 
2), apresentando-se de forma semelhante ao grupo controle (7,1 ± 2,6 vasos/mm²). 
 
a b c d 
Figura 1: Fotografia representando o aspecto macroscópico da CAM, sob efeito de implantes de Lidocaína, 
em microscópio estereoscópico e mapas representando a vascularização dentro dos nove quadrantes. a) 
Controle com gel 0,5% b) Lidocaína 10 µg/mL. Em cada foto (a, b) foi colocada uma barra de 1 mm para efeito 
comparativo. Mapas: c) Controle com gel 0,5% (7,1 ± 2,6 vasos/mm2); d) Lidocaína 10 µg/mL (8,3 ± 2,1 
vasos/mm²). Os dados foram calculados baseados na média ± D.P. (p < 0,05). Os detalhes estatísticos são 
descritos no Material e Métodos. 
c d 
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Avaliação microscópica da CAM 
A avaliação histológica das membranas tratadas com lidocaína, revelaram vascula-
rização semelhante à observada nas membranas controle (3a; 3b). Isso está de acordo com 
a análise macroscópica (Figura 1 e 2).
 
Figura 2: Gráfico comparativo dos efeitos da Lidocaína na membrana corioalanóica. 
Controle (7,1 ± 2,6 vasos/mm2), Lidocaína 0,5 µg/mL (7,5 ± 1,4 vasos/mm2), Lidocaína 
1 µg/mL (8,2 ± 3,2 vasos/mm2), Lidocaína 2 µg/mL (7,6 ± 2,4 vasos/mm2), Lidocaína 5 
µg/mL (8,8 ± 2,3 vasos/mm2), Lidocaína 10 µg/mL ( 8,3 ± 2,1 vasos/mm2). Os dados 
foram calculados baseados na média ± D.P. (p < 0,05). Os detalhes estatísticos são 
descritos no Material e Métodos. Também foi feito o teste de regressão linear 
acrescentando a equação da reta no gráfico. 
 
Figura 3: Fotografias microscópicas observando a microvascularização na membrana 
coriolantóica (N=8). a) Controle aberto com gel (0,5%), coloração: HE.; b) Lidocaína 0,5 
µg/mL, coloração HE.  A letra (A) demonstra microvasos e a letra (B) os macrovasos; 
Aumento 40X. 
a) b) 
B 
B 
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Mas ao observarmos sob luz polarizada as lâminas coradas com Picro Sirius verifi-
camos um aumento de fibras colágenas na menor concentração (0,5 µg/mL) de Lidocaína 
quando comparada ao controle (Figura 4). Na figura 4a observa-se a presença de colágeno 
imaturo (amarelo/verde) e na figura 4b, observamos a presença de colágeno maduro (pon-
tos vermelhos) e de uma forma difusa (em azul) colágeno em transição (maturo/imaturo). 
Nas doses maiores as observações foram semelhantes (dados não mostrados).
Análise da morfologia dos embriões
 Observando os embriões tratados com lidocaína, nas concentrações 0,5; 1 e 2 µg/mL, 
identificamos anomalias morfológicas, tais como: mal fechamento da parede ventral (figura 
5b, 5c), má formação de bico (figura 5c), má formação das asas (5c) e de um dos dedos (5d). 
Nas doses maiores as observações não foram conclusivas (dados não mostrados).
 
Figura 4: Fotografias microscópicas representando as lâminas observadas com a presença de 
colágeno na membrana coriolantóica (N=8). a) Controle com gel (0,5%), b) Lidocaína 0,5 µg/mL, 
µg/mL, coloração:Picro Sirius. Aumento 40X. 
b a 
Figura 5: Fotografias representando embriões resultantes de membranas tratadas com lidocaína. a) 
Controle; b) Lidocaína 0,5 µg/mL; c) Lidocaína 1 µg/mL; d) Lidocaína 2 µg/mL. As setas indicam as 
anomalias. Os dados foram calculados baseados na média ± D.P. (p < 0,05). Os detalhes estatísticos são 
descritos no Material e Métodos. 
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DISCUSSÃO
São raros os relatos na literatura da utilização da CAM para avaliação de anestésicos 
odontológicos. Em nossos resultados, o padrão das membranas tratadas com lidocaína, 
observadas macro e microscopicamente, revelaram vascularização semelhante ao controle 
(3a; 3b). Mas foi visualizado um aumento de fibras colágenas nas lâminas tratadas com a 
droga (Figura 4). Podemos inferir que a membrana pode ter passado por estímulos irrita-
tivos desencadeando distúrbios inflamatórios15,16,17. Esse fato é suportado pelos estudos de 
Zwadlo-Klarsasser et al.15 e Jakob et al.16 que relatam a indução de respostas inflamatórias 
desencadeadas por diferentes substâncias e materiais. Corroborando com esses achados, 
mais recentemente Berto e colaboradores17 observaram que a Lidocaína, em ratos, de-
sencadeou reações inflamatórias de uma forma aguda (6 a 24 h). Também recentemente, 
foi descrito que em humanos portadores de psoríase a lidocaína18 é usada no tratamento 
da doença. Pontua-se que a mesma age sobre a atividade da prolil hidroxilase, enzima 
essencial para a biossíntese de colágeno, provocando uma diminuição em sua atividade, 
opondo-se com nossos achados. Embora a lidocaína não tenha apresentado efeitos signi-
ficativos na vascularização, os embriões apresentaram sinais de má formação (Figura 5). 
Essas observações são suportadas pelos estudos de Fujinaga19 que verificou que a lidocaína 
desencadeou retardo no crescimento e anomalias morfológicas em embriões de ratos in 
vitro. Também nesse sentido, estudos in vitro com ratos20 e galinhas21 demonstraram que 
a lidocaína provocou mal fechamento do tubo neural. Nossos resultados também contra-
põem estudos realizados in vivo, em que não foram observados efeitos teratogênicos em 
embriões de ratos22 e em camundongos23. 
CONCLUSÃO
De acordo com o nosso protocolo experimental, a Lidocaína não provocou efeito 
na gênese dos vasos da CAM, mas demonstrou prováveis efeitos inflamatórios, desenca-
deando a deposição de colágeno. Em nível de embrião a droga desencadeou alterações 
morfológicas em diferentes regiões de seu corpo.
Portanto, pode-se dizer que o modelo in vivo da membrana corioalantóica de em-
brião de galinha (CAM) foi eficiente na avaliação de efeitos colaterais desencadeados pela 
Lidocaína. Mais estudos devem ser realizados para identificar sítios e mecanismos mais 
específicos da ação desse xenobiótico.
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